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Deel 1: basisprincipes en biomonitoring in de toxicologie
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Inleiding Samenvatting
De gezondheid van de mens wordt gedeel-telijk beïnvloed door externe factoren. In het Toxicologie is het vakgebied waarbij de
milieu kunnen groepen van polluenten worden mogelijke schadelijke invloed van chemische
onderscheiden zoals cyclische koolwaterstoffen, stoffen op levende organismen wordt bestu-
gechloreerde polluenten en zware metalen. d~erd. De opname van stoffen op cellulair
Deze stofgroepen vormden het uitgangspunt nIveau wordt mede bepaald door het lipide-
van een biomonitoringsproject bij Vlaamse karakter van de stof. Wateroplosbare stof-
adolescenten (I). fen kunnen de membranen alleen via poriën
Deze tekst gaat in op enkele basisprincipes passeren. ..
van de toxicologie en heeft tot doel beknopte D~ ?elangnJkste. opnameroutes van
milieugeneeskundige informatie te verstrekken x~nobIotIca op het nIveau van de organen
aan praktiserende artsen die geen bijzondere ZIJn. deze van het maag?annstelsel, het adem-
arbeidsgeneeskundige of toxicologische oplei- halmg~st~lsel en de hwd. Na de opname van
ding gevolgd hebben. Het is immers mogelijk x:enoblousche stoffen, worden deze over het
dat artsen in hun praktijk in aanraking komen lIchaam verdeeld.
met vragen over de invloed van bepaalde De nieren en de lever zijn organen die
verontreiniging op de gezondheid. ,Om op deze een belangrijke rol spelen bij de uitscheiding
vragen een afdoend antwoord te kun,nen geven, van. stoffen. Moeder~elk vormt een elimi-
dient de arts ingelicht te zijn over elementaire naueroute voor sterk m vet oplosbare stof-
toxicologische aspecten van milieuverontrei- fen. In de meeste situaties worden lipofiele
niging. stoffen door fase-l- en fase-2-biotransfor-
Toxicologie is het vakgebied waarbij de mati.e-.enzymen omg~zet voordat de uit-
mogelijke schadelijke invloed van chemische SCheIdIng kan plaatsvInden.
stoffen op levende organismen wordt bestu- Om de effecten van lichaamsvreemde
deerd. De laatste jaren is deze wetenschap uit- stoffen bij de be,:olkin.g in te sch~tte~, wordt
gegroeid tot een multidisciplinair vakgebied met meer en meer..bIologIsche .monItonng toe-
toenemende integratie van epidemiologie, toxi- gepast, WaarbIj de vaststellIng van het geïn-
cologie en moleculaire biologie (1). tegreerde blootstellingsniveau berust op
metingen van de inwendige dosis van de
xenobiotische stoffen in bloed, urine of
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In vele studies worden zeer gevoelige labo- Blootstellingmerkers geven geen informatie .
ratoriuminstrumenten gebruikt om de inwen- over de blootstellingsroute, maar weerspiegelen
dige blootstelling te meten en waarna de de totale geïntegreerde blootstelling. Om de
verkregen resultaten via epidemiologische inwendige blootstelling te koppelen aan prekli-
.methodologie worden geanalyseerd (1-3). Deze nische biologische veranderingen, zijn biomer-
benadering valt onder de noemer van biomo- kers van effect ontwikkeld (I). Daarnaast wor-
nitoringstudies, waarbij de epidemiologie den nog biomerkers van individuele gevoeligheid
observationeel blijft, maar wordt geobjecti- onderscheiden. Een biomerker van gevoeligheid
veerd door de inzet van toxicologische instru- is een aangeboren of verworven toestand die een
menten. individu gevoeliger of ongevoeliger maakt voorJO de blootstelling aan een bepaalde toxische stof.
Een voorbeeld van een mogelijke genetische
Biomonitoring versus omgevingsmonitoring interactie is het polymorfisme in het gen dat
~ codeert voor glutathion-S-transferase, dat de
In tegenstelling tot de experimentele toxico- toxiciteit van polycyclische aromatische kool-
logie is epidemiologisch onderzoek gericht op waterstoffen (PAK's), die ontstaan bij onvolle-
de analyse van feitelijke risico situaties, zoals deze dige verbranding, mede bepaalt (I, 5).
zich voordoen bij de algemene bevolking. Eén Bij het interpreteren van een biomonito-
van de wetenschappelijke vraagstellingen met ringstudie is het belangrijk de biologische half-
betrekking tot de mogelijke gezondheidseffec- waardetijd en de basale toxicokinetiek van de
ten van toxische stoffen is het vastleggen van stof te kennen. Een meting van accumulerende
een kwantitatief verband tussen de blootstelling stoffen (bv. dioxinen) zal het levenslange bloot-
en het effect ervan. Hierbij wordt een onder- stellingsniveau weerspiegelen, terwijl de "concen-
scheid gemaakt tussen de uitwendige blootstel- tratie" van metabolieten van benzeen slechts een
ling, meetbaar door omgevingsmonitoring, en beeld zal geven van de blootstelling gedurende
de inwendige blootstelling, meetbaar door bio- de laatste uren (6-8). Om in de praktijk op een
logische monitoring (fig. I). zinvolle wijze blootstellingsmerkers te bepalen,
Omgevingsmonitoring omvat het vastleggen moet de practicus de patiënt grondig onder-
van concentraties van een stof in de lucht, het vragen over o.m. beroep, hobby's, persoonlijke
voedsel, de bodem of in andere externe media, beschermingsmaatregelen, voedingsgewoonten
om deze met de normstelling te vergelijken. Bij en herkomst van het gebruikte voedsel om de
persoonlijke omgevingsmonitoring, bijvoorbeeld eventuele relevantie van zulke bepalingen na te
door het dragen van een dosimeter, wordt de gaan. Bovendien dient men na te gaan of er refe-
externe concentratie van bepaalde stoffen geme- rentie- en drempelwaarden van de betreffende stof
ten in de onmiddellijke nabijheid van het indi- bestaan, voordat men overgaat tot het laten bepa-
vidu. Dit verleent een meer objectieve schatting len van biomerkers op individueel niveau. Als
van de mate van de individuele uitwendige deze gegevens niet voorhanden zijn, kunnen de
blootstelling (4). analyses immers niet worden geïnterpreteerd en
f~ Om een beeld te krijgen van de daadwerke- kunnen geen doeltreffende inlichtingen aan de
lijke inwendige ,blootstelling wordt biologische patiënt worden verstrekt.
monitoring toegepast; waarbij de toxicologische
metingen worden uitgevoerd op bloed, urine of
andere biologische matrices (1). Biologische Cellulaire opname van xenobiotica
--monitoring biedt als voordeel dat alle relevante
blootstellingsroutes op een geïntegreerde wijze in De toxische werking van een xenobiotische
beschouwing worden genomen (4). Tussen indi- of lichaamsvreemde substantie wordt bepaald
.viduen kunnen aanzienlijke verschillen bestaan door de chemische structuur van de stof en haar
in absorptie, verdeling en metabole verwerking metabolieten, alsook door de concentratie die
van stoffen, die mede de individuele gevoelig- het doelorgaan bereikt (9).
heid verklaren (fig. 2) (5, 6). In vergelijking met De belangrijkste barrières voor de absorp-
metingen van externe blootstelling, staat een bio- tie van stoffen zijn de cel- en celorganelmem-
merker korter bij een mogelijke ziektetoestand branen. Deze laatste worden gekenmerkt door
(fig. I en 2). hun lipidekarakter en zijn enkel doorlaatbaar
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Fig. 1: Biomonitoring van blootstelling en effect.
voor lipofiele (vetoplosbare) stoffen. Xeno- geïoniseerde vorm zal reageren met geladen
biotica of lichaamsvreemde stoffen met een groepen aan de buitenkant van het membraan;
lipofiel karakter kunnen doorheen membranen de niet-geïoniseerde of n~utrale vorm kan door
gaan door passieve diffusie. De transportsnel- diffusie het membraan passeren (9). Zo zullen
heid wordt dan bepaald door het verschil in de zwakke zuren bij een pH van 4 meestal in niet-
concentraties aan beide zijden van het mem- geïoniseerde vorm voorkomen en gemakkelijk
braan, de pH van het lichaamscompartiment, worden geresorbeerd, terwijl basen onder deze
de octanol/water-verdelingscoëfficiënt, die een omstandigheden in geïoniseerde vorm aanwezig
maat is voor de vetoplosbaarheid (9). De pH zullen zijn en dus moeilijk diffunderen.
van het lichaamscompartiment beïnvloedt de Hydrofiele of wateroplosbare stoffen kun-
ionisatie graad van zwakke zuren en basen. De nen de membranen via poriën passeren.
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Fig. 2: Toxicologische route van xenobiotica met weergave van het niveau van monitoring (4).
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De molecuulpassage door deze poriën zal Opname via inademing
bepaald worden door zowel de poriegrootte als
het molecuulgewicht. Wanneer de stof te sterk Via inhalatie van gas, aërosolen of veront-
wateroplosbaar of te groot is om via diffusie reinigende stof partikels kunnen xenobiotica de
voorbij het membraan te gaan, vormen actief bloedbaan en het lichaam bereiken. De combi-
transport en vergemakkelijkte diffusie twee natie van een groot oppervlak van longalveolen
mogelijke transportsystemen voor een aantal (80 m2) en een intensieve bloedvoorziening
stoffen. Actief transport en vergemakkelijkte maakt de long tot een belangrijk absorptie-
diffusie berusten op de vorming van een stof- orgaan (10).
carrier-complex. De carrier is een macromole- De grootte van de geïnhaleerde deeltjes is
.culaire structuur die het transport vergemakke- bepalend voor de plaats van neerslag in de
lijkt. Vergemakkelijkte diffusie onderscheidt zich longen. Partikels met een diameter van 1 0 ~m of
.van actief transport doordat het eerstgenoemde groter, worden ter hoogte van de keelholte vast-
proces berust op een verschil in concentratie aan gehouden, deze met een diameter van 2-1 0 ~m
weerszijden van het membraan en het laatstge- bereiken de bronchi en bronchioli, en deeltjes
noemde systeem juist tegen een concentratie- met een diameter van 1 ~m of kleiner kunnen
gradiënt ingaat (10). Een laatste opnamesysteem tot in de alveoli doordringen (9). De deeltjes
vormt endocytose waarbij een instulping van het opgevangen door het trilhaarepitheel van de
celmembraan om een stof of deeltje wordt luchtwegen, kunnen door het mucociliair trans-
gevormd en door de cel wordt opgenomen. portmechanisme in de keelholte worden afgezet
om vervolgens in het maagdarmkanaal terecht
te komen (9). De opname van gassen vindt
Opname van xenobiotica op orgaanniveau meestal plaats door passieve diffusie. De mate
van opname wordt sterk bepaald door de lipo-
Gastro-intestinale opname filiteit van de stof. Hydrofiele gassen zoals zwa-
veldioxide zullen niet diep in de luchtwegen
De opname van toxische stoffen kan doordringen, maar lossen door hun hydrofiele
over de gehele lengte van het maagdarmkanaal eigenschappen op in de neus- en keelholte. Naast
plaatsvinden (10). Absorptie van xenobiotica de fysico-chemische igenschappen van een stof
in het spijsverteringskanaal vindt volgens spelen ook fysiologische eigenschappen een rol.
de regel plaats door diffusie, dit in tegenstelling Zo zal door de stijging van het ademminuut-
tot verschillende nutriënten die via een volume bij zwaardere lichamelijke inspanning
carriermechanisme worden geabsorbeerd. ook de opname toenemen.
Carriereiwitten zijn substraatspecifiek. Vele
lichaamsvreemde stoffen voldoen niet aan
de fysisch-chemische igenschappen om gebon- Dermale opname
den te worden aan een carrier, waardoor pas-
sieve diffusie de voornaamste opnameroute Lipofiele stoffen kunnen de huid passeren.
vormt (10). Het lipofiele karakter van lichaams- De efficiëntie waarmee dit gebeurt, wordt beïn-
vreemde stoffen vergemakkelijkt hun gastro- vloed door de dikte van de hoornlaag (9). Naast
intestinale opname. Voor zwakke zuren en deze laag is het ook mogelijk dat stoffen de huid
basen geldt dat ze worden opgenomen in het passeren via haarfollikels en talgklieren. Bij een
gedeelte van het maagdarmkanaal waar ze hogere omgevingstemperatuur stijgt de bloed-
.voorkomen in de meest vetoplosbare vorm en circulatie in de huid en daarmee de opname (10).
is de opname dus afhankelijk van de pH die
de ionisatiegraad van de stof kan beïnvloeden.
.Stoffen die uit het spijsverteringskanaal wor- Oculaire opname
den opgenomen, bereiken via d~ v. portae eerst
de lever (9). De intacte stof of haar metaboliet Het contact van stoffen met de ogen kan
kan vervolgens via de gal worden uitgeschei- leiden tot lokale effecten. Sterk lipofiele stof-
den, waarbij sommige stoffen in het duodenum fen kunnen desalniettemin worden geabsor-
opnieuw worden geabsorbeerd (enterohepa- beerd en op die manier systemische effecten
tische kringloop) (9). uitoefenen (10).
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Verspreiding van xenobiotica in het lichaam' in staat zijn met calcium complexen te vormen,
worden teruggevonden in moedermelk (14).
Na opname worden xenobiotische stofTen
via de bloedbaan verdeeld over verschillende
lichaamscompartimenten. Hydrofiele stofTen Biotransformatie
zoals ureum worden nauwelijks aan eiwitten en
vetten gebonden, waardoor ze zich homogeen Voordat stofTen worden uitgescheiden moe-
over het lichaam verspreiden. De meeste stofTen ten ze normalerwijs omgezet worden in polaire
worden echter in de bloedbaan gebonden aan (wateroplosbare) metabolieten. In het organisme
lichaamseiwitten zoals albumine, metallothio- zijn enzymsystemen aanwezig die zowel
neïne, transferrine en lipoproteïnen (9). Deze lichaamsvreemde als lichaamseigen stofTen kun- ~,
binding kan beschermen tegen de toxische nen metaboliseren tot beter in water oplosbare
potentie van de stof omdat deze laatste in gebon- verbindingen. Sommige lichaamsvreemde stof- .
den toestand meestal niet in staat is cellulaire fen zijn lipofiel en metabool stabiel en worden
schade teweeg te brengen. Naast deze bescher- daarom opgeslagen in het vetweefsel (15).
mende werking, kunnen circulerende eiwitten Biotransformatiesystemen kunnen worden
ook fungeren als een transportmedium dat de ingedeeld in fase-l- en fase-2-enzymsystemen.
lichaamsvreemde stof naar het doel orgaan Bij fase-I-reacties treden metabole transformaties
brengt (11). Cadmium wordt bijvoorbeeld gebon- op die leiden tot het ontstaan van een primaire
den aan het laagmoleculair eiwit metallothio- polaire groep (bv. een OH-groep). Aan de ont-
neïne en vervoerd naar de nieren, waar het zware stane polaire groep wordt door fase-2-biotrans-
metaal vervolgens in gebonden vorm wordt formatie-enzymen een endogene hydrofiele groep
opgeslagen. Nierschade ontstaat wanneer het gekoppeld. Biotransformatie vindt plaats in bijna
cadmium afsplitst van het metallothioneïne en alle orgaansystemen, maar de lever vormt het
vrij kan reageren met de intracellulaire structu- belangrijkste biotransformatieorgaan (15).
ren (3). Sterk lipofiele stofTen zoals polychloor-
bifenylen en dioxinen worden aan lipoproteïnen
gebonden en op deze wijze naar het vetweefsel Fase-I-reacties
getransporteerd, waar ze worden opgeslagen (7).
Oxidaties zijn de belangrijkste transfor-
matiereacties bij fase 1. Ze worden vooral geka-
Uitscheiding van xenobiotica uit het lichaam talyseerd door het cytochroom-P450-enzym-
systeem. Cytochroom P450 bestaat uit een
De uitscheiding van een lichaamsvreemde ijzerhoudende porfyrine dat in een eiwit is inge-
stof of van zijn metabolieten vindt voorname- bouwd (IS, 16). Reducerende quivalenten zijn
lijk plaats via de nieren en de galblaas. Feces afkomstig van de falvoproteïne (NADPH). Bij
bevatten ook stofTen die werden afgescheiden fase-I-reacties wordt één atoom van het mole-
via het maag- en pancreassap of stofTen die van- cule zuurstof in de te oxideren stof ingebouwd,
uit de luchtwegen via mucociliair transport het terwijl het andere zuurstof atoom tot water wordt
maagdarmkanaal bereiken (12). omgevormd (9).
Xenobiotische stofTen met een molecuulge- .P450
wicht kleiner dan 60 000 D passeren de glomeru- LIchaamsvreemde stof + O2 + NADPH ~
laire membraan, maar kunnen ter hoogte van de geoxydeerde stof + H2O + NADP
niertubuli terug worden geabsorbeerd, vooral als Algemeen kan men stellen dat de biotrans- '.
ze lipofiele eigenschappen hebben (12). De excre- formatie van xenobiotica de duur van de plas-
tie van vluchtige stofTen, zoals tolueen, gebeurt maconcentratie verkort. De xenobiotische sub-
gedeeltelijk via de uitademingslucht (13). De stantie wordt immers sneller uitgescheiden ..
excretie van stofTen via haren en nagels is kwan- doordat de polariteit is toegenomen. Echter heel
titatief te verwaarlozen (4). Sterk lipofiele xeno- wat stofTen, waaronder benzeen, zijn niet toxisch,
biotica zoals polychloorbifenylen en dioxinen maar worden in het lichaam omgezet in reactieve
worden geconcentreerd in menselijke moeder- intermediaire metabolieten die de chronische
melk die een lipidegehalte van 3-4% heeft (2). toxiciteit bepalen (17). Andere mogelijke fase-l-
Ook zware metalen, zoals lood en cadmium die reacties omvatten reductie en hydrolyse.
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Fase-2-reacties pas optreedt wanneer een bepaalde dosis wordt
overschreden, zoals bij zware metalen. De
Bij fase-2-biotransformatie-enzymen worden hoogste concentratie waarbij geen effect
stoffen gekoppeld aan lichaamseigen hydrofiele optreedt, is het geen-effect-niveau (NOEL).
stoffen. De meest voorkomende conjugatie- Vervolgens vindt extrapolatie plaats van proef-
reacties worden gekatalyseerd door glucuronyl- dier naar mens, door het geen-effect-niveau uit
transferasen, sulfaattransferasen en glutathion- te drukken per hoeveelheid kg lichaamsgewicht
S-transferasen (15). Kwantitatief gezien is de of de calorische behoefte. In een tweede extra-
koppeling aan glucuroniden en sulfaattrans- polatiestap wordt voor onzekerheden gecorri-
ferasen het belangrijkst. Glucuroniden komen geerd door de verkregen concentratie te delen
.voor in het endoplasmatisch reticulum van de cel- door een veiligheidsfactor die meestal 100
len van de lever, darmen, longen en bijnieren (9). bedraagt (9).
,; Glutathion-S-transferasen en sulfaattransferasen Bij het vastleggen van normwaarden voor
komen voor in het cytoplasma. Na de koppe- mutagene carcinogenen wordt ervan uitgegaan
ling van glutathion met het xenobioticum, ver- dat er geen drempelwaarde bestaat, omdat
loopt het biotransformatieproces verder waar- -zelfs bij een zeer lage dosis -een genotoxische
bij het glutathionconjugaat wordt afgebroken stof direct of na metabolische activatie (zoals
tot een cysteïnederivaat. Uiteindelijk grijpt ace- bij PAK's) een interactie kan aangaan met het
tylering plaats en worden de metabolieten als QNA (16). Indien deze DNA-laesie niet wordt
mercaptuurzuurverbindingen via de urine uit- verwijderd door herstelmechanismen, vergroot
gescheiden (16). Andere belangrijke fase-2- de kans op celtransformatie (16). Het niet kun-
reacties bestaan onder meer uit conjugaties met nen vastleggen van een drempelwaarde bij car-
aminozuren (9, 16). cinogene stoffen betekent echter niet dat er
Zowel fase-I-als fase-2-enzymen bestaan geen dosis-effect-relatie kan worden gelegd.
onder de vorm van iso-enzymen, die gedeelte- Immers hoe langer en intensiever de blootstel-
lijk de genetisch bepaalde interindividuele gevoe- ling aan mutagenen, hoe groter de kans dat
ligheid voor lichaamsvreemde toxische stoffen herstel faalt en daarmee de kans op ziekte toe-
bepalen. Genetische polymorfismen zijn beschre- neemt.
ven voor P450-enzymen en voor glutathion- Er zijn ook carcinogenen die op zich niet-
S-transferasen (5). Het glutathion-S-trans- mutageen zijn en dus niet met het DNA reage-
ferasegenotype GSTM-l-nul is geassocieerd ren. Hun werking berust op epigenetische
met een verminderde detoxificatie van sigaret- mechanismen, waaronder promotormechanis-
tenrook (18). men, waardoor de kans op tumoren toeneemt
Geslacht en leeftijd zijn factoren die de nadat het organisme is blootgesteld aan muta-
P450-enzymactiviteit bepalen (9). Ook nutriënten gene stoffen. Een voorbeeld van stoffen met pro-
kunnen de biotransformatie beïnvloeden. motoreigenschappen zijn dioxinen. Men neemt
Selenium is een noodzakelijke component in aan dat deze stoffen een bepaalde drempel moe-
de glutathionperoxidase-enzymactiviteit (19). ten overschrijden vooraleer van een carcinogene
Flavonoïden komen voor in onder andere werking sprake kan zijn (9).
appels, uien en thee; zij verlagen de activiteit van
P450-enzymen (20). Ook lichaamsvreemde stof-
fen zelf zijn in staat de biotransformatiecapa- Besluit
citeit te veranderen. Polychloorbifenylen (PCB's)
.bijvoorbeeld kunnen de P450-enzymcapaciteit Het vakgebied van de toxicologie omvat het
verhogen (21). inzicht in opname, metabolisme, eliminatie en
effect van toxische stoffen. Hiervoor wordt naast
..proefdieronderzoek ook epidemiologisch onder-
Dosis-effect-relaties en normstelling zoek uitgevoerd.
Om de blootstelling bij de bevolking te
In toxiciteitsonderzoek worden proefdieren weten, wordt sinds kort gebruikgemaakt van
blootgesteld aan verschillende concentraties om biomerkers (biochemische bepalingen in biolo-
normen en advieswaarden te ontwikkelen. Voor gische monsters) van blootstelling, effect en indi-
de meeste stoffen geldt dat een toxisch effect viduele gevoeligheid.
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Abstract dermal. Af ter absorption, a toxin will be dis-
tributed over the body.
Environmental toxicological measurements, a The kidney and the liver play a considerable
synopsis for the general practitioner role in the excretion of substances. Breast milk
Part 1: basic principles and biomonitoring in is.an ex~~etion route for lipid soluble substances.
toxicology LIP<?Phll1C substances h?wever are mostly enzy-
matlcally transformed mto water-soluble pro-
Toxicology is the science that deals with ducts that are readily excreted.
potential harmful effects of substances on living Biomonitoring presents a framework of
organisms. Transport of these substances across measurements of the internal doge of xenobi-
membranes depends partlyon their lipid solu- otic substances and early markers of its effect in 11,'
bility. Only the pores in the membrane alloworder to estimate potential effects at the popu-
water-soluble substance to cross the membrane lation level. Xenobiotic substances caD be meas- .
while lipophilic substances are able to penetrate ured in biological media such as blood and
the lipid niembrane. urine. Markers of early effect are determined to
Primary entry routes at the level of the relate intemal exposure with early and reversible
organs are gastrointestinal, respiratory and effects.
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